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Moyens de lutte biologique contre les maladies 
cryptogamiques des vegetaux 

invention vise des moyens, a savoir des compositions et 
des methodes/ de lutte biologique contre les maladies 
cryptogamiques des vegetaux, c'est-a-dire provoquees par des 
champignons pathogenes . 

La lutte biologique, c ' est-a-dire 1 ' utilisation de • 
microdrganismes vivants pour combattre les maladiesf des- 
plantes, suscite un grand interet compte tenu des problemes 
croissants poses par I'emploi des fongicides chimiques en 
agriculture, Les nappes phr6atiques polluees, les sols 
contamines, et la resistance des champignons pathogenes." aux- 
fongicides sont en effet autant de defis a surmonter pour 
1 ^ agriculture moderne. 

Dans le domaine viticole par exemple, il s^ impose de 
produire des vins de qualite tou jours plus elevee et de 
reduire les pollutions occasionnees par 1 ' utilisation 
intensive de produits chimiques. 

Des bacteries, comme Bacillus Thurlnglencls, ou des 
champignons, corame Beauveria ou Endothia, ont deja ete 
proposes comme moyens de lutte biologique. 

Or des moyens de grande efficacite et depourvus de 
toxicite ont pu §tre developpes par les inventeurs en 
utilisant des microorganismes en melange. De tels melanges. 
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non seulement agissent en synergie dans la lutte biologique 
recherchee, mais exercent en outre, avec avantage, un effet 
eliciteur • 

' L' invention a done pour but de fournir de nouvelles 
5 compositions de microorganismes et leur application comme 
moyens de lutte biologique contre les maladies, cryptogamiques 
des vegetaux, plus specialement des plantes cultivees. 

Les compositions de microorganismes de 1' invention sont 
caracterisees en ce qu'elles comprennent en melange au moins 
10 une bacterie et au moins une levure, la ou les bacteries et la 
ou les levures etant non toxiques pour le vegetal a traiter. 

La ou les bacteries sont choisies dans les groupes 
Bacillus, PseudomonaSf Serratia ou • Streptomyces . 

II s'^agit en particulier de bact6rie{s) de I'espece 
15 Bacillus megateriuitir et tout specialement de la souche deposee 
le 20 Juin 2002 a la CNCM, 25 rue du Dr. Roux, 75724 Paris 
Cedex 15, sous le N''l-2896. 

La ou les levures des compositions de 1' invention sont 
avantageusement du genre Debaryomyces ou Pichia. II s'agit en 
20 particulier de la levure du genre Debaryomyces deposee le 20 
Juin 2002 a la CNCM sous le N''l-2897, 

Les souches de bacteries et de levures utilisees sont 
avantageusement selectionnees a partir de microorganismes du 
sol ou prelevees sur le vegetal a traiter. Elles ne perturbent 
25 done pas I'equilibre biologique de I'ecosysteme puisqu' elles 
en sont issues. 
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Ces compositions permettent de traiter les principales 
maladies fongiques des vegetaux et sont done particulierement 
appropriees pour elaborer des preparations biofongicides • Ces 
preparations sont caracterisees , en ce qu'elles renferment une 
quantite efficace d'au moins une composition telle que definie 
ci-dessus, en association avec un vehicule inerte . Le vehicule 
utilise est notamment capable d^ assurer une bonne dispersion 
et adhesion des microorganismes sur la partie aerienne de la 
plante- 

Ces preparations presentent- un large spectre d'efficacite ' 
face aux champignons pathogenes et sont. avantageu^ement 
utilisees pour le traitement des maladies cryptogamique^s des 
vegetaux, notamment des plantes cultivees, par exemple vigne, 
tomate, fraise^ ble< pomme de terre, tabac, canne a sucre, 
mais, riz, arbres fruitiers, betterave. 

Elles sont ainsi appliquees par exemple au traitement de 
I'oldium, du mildiou, et du Botrytis de la vigne, ainsi que 
des maladies du bois (esca ou eutypa) . 

Ces preparations presentent egalement I'avantage 
d'exercer un effet d'eliciteur qui se traduit par une 
activation des defenses naturelles de la plante centre les 
agresseurs d'origine fongique. 

Les traitements sont effectues notamment par 
pulverisation sur les parties aeriennes avec des preparations 
renfermant la ou les bacteries et la ou les levures, avec des 
quantites modulables selon la pression des pathogenes. Des 
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preparations appropriees renferment par exemple lesdites 
bacteries et levures dans un rapport d' environ 50/50%. 

On notera que 1 ' application de ces traiteiaents ne 
necessite aucun changement de materiel de la part de 
1 ' utilisateur . 

Selon une disposition suppleitientaire de 1' invention^ le 
traitement est complete le cas echeant a I'aide d'une 
composition de champignons^ plus specialement de champignons 
filamenteux, en particulier du genre Pythium, Trlchoderma ^ 
Gliocladium^ Ampelomyces^ Talaromyces^r Epicococcum. 

Apr6s 1 'application, les souches de la preparation ne 
restent que quelques jours sur la plante avant de mourir et de 
se degrader. Leur presence dans le sol n'est pas superieure a 
un taux normalement constate et est nulle au-dela de trente 
centimetres de profondeur. 

Ces melanges de microorganismes n^apportent done aucune 
houvelle forme de pollution, 

invention vise egalement la mise a profit de I'effet 
eliciteur des melanges de microorganismes de 1* invention pour 
produire des composes d^interet, comme le resveratrol, 
molecule presentant notamment un effet protecteur du systeme 
cardiaque, ou encore le pterostilbene, en quantites plus 
elevees que eel les produites par la vigne a la suite d'une 
elicitation telle que celle produite par Botrytis. 

L' invention vise ainsi un precede de production de 
resveratrol et/ou de pterostilbene, comprenant 1 * application a 
un vegetal, notamment la vigne, d'une composition de 
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microorganismes telle que def inie plus haut, et la 
recuperation du resveratrol et/ou de pterostilbene par exemple 
par extraction. 

Le resveratrol est utilisable pour la fabrication de 
medicaments notamment a visee cardio-vasculaire, en 
cosmfetologie ou comme nutricament. Le pterostilbene est 
utilisable comme antif ongique . 

D'autres caracteristiques et avantages de 1* invention 
apparaltront dans les exemples qui suivent donnes aux fins 
d* illustration de 1' invention et en se reportant a figure 
unique qui presente la production de resveratrol avec 
dif ferentes combinaisons de bacteries et/ou levures .-et/ou 
champignons. 

Exemple I : Isolement et culture de la souche de 
bacteries BP BOl et de la levure BP YOl : 
L' isolement est realis§ comme suit : 

Les deux microorganismes sont cultives sur un milieu 
nutritif solide le PDA (Potato dextrose agar) . Les deux 
microorganismes sont ensemences separement dans des 
fermenteurs de 20 litres contenant du PDB (Potato dextrose 
broth) . Les levures sont cultivees a 28*'C et les bacteries a 
31^C. Les microorganismes ainsi prepares sont centrifuges et 
le culot de bacteries et levures est recupere separement dans 
I'eau distillee sterile. Au moment du traitement du vegetal, 
les deux microorganismes sont melanges. Le vignoble subit 
trois traitements par mois, d'avril a aout, done un total de 
10 a 12 traitements par le melange de 1 ' invention pour la 
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saison. Le produit prepare par fermentation est utilise pour 
toute la saison, chaque litre contenant de 0,5-0,75X10^^ pour 
les levures et 0, 30-0, 50X10^^ pour les bacteries, a raison de 
1 litre par pied de vigne. 



L'isolement de I'ADN genomique de BP BOl et 
1 ' amplification de la zone ITS, entre les genes 16S et 23S a 
ete realisee selon Chen, W. Schneider RW, et Hoy J.W» 1992, 
Phytopathology, 82, p 1234-1244. La sequence correspondante 
10 SEQ ID N'^l a ete deposee au GENBANK (N° d'acces AY 125961), 

La levure BP YOl a ete isolee de bales de raisins 
provenant de differents vignobles de la region de Bourgogne . 

L'^ADN genomique de BP YOl a ete isole et la zone ITS, 
entre les genes 18S et 28S amplifiee selon les m6thodes ci- 
15 dessus. 

Le fragment ITSl se trouve entre les genes 18S et 5,8 S, 
tandis que ITS2 se trouve entre les genes 5,8 S et 28 S. La 
sequence SEQ ID N*'2 a et6 deposee au GENBANK (N*" d'acces AY 
125962) . 

20 Resultats de lutte biologique sur le cepage chardonnay en 

1999 et 2000 au Centre Experimental de Marsannay - La Cote, 
France (Universite de Bourgogne) 



Caracterisation de 1 ^ADN genomique de BP BOl 



Annee : 1999 

Norabre de pieds 
temoins non traites 
Nombre de trait ements 
Type d ' inoculum 
Protection 



Resultats 

450 
10 
15 

Bacteries + Levures 

39 pieds malades (Mildiou) , 

O Botrytis 

Mildiou puis Botrytis sur tous 
les pieds, intervention chimique 



30 



Temoins 
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Annee :2000 Resultats 

Nombre de pieds 241 
Norabre de trait ements 14 

Type d' inoculum Bacteries + Levures 

5 Protection 27 pieds malades (Mildiou) , 

O Botrytis 

Temoins Mildiou puis Botrytis sur tous- 

les pieds 
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Resultats de lutte biologique sur le cepage pinot-noir en 
2000 et 2001 au Centre Experimental de Marsannay - La Cote/ 



France (Universite de Bourgogne) 







Resultats 


15 


Nombre de pieds 


120 , « 




temoins non traites 


13 




Nombre de traitements 


14 \^ ^ - 




Type d' inoculum 


Bacteries + Levures 




Temoins 


Mildiou puis Botrytis sur tous 


20 




les pieds 




Protection 


11 pieds malades (Mildiou) , 
O Botrytis 


25 


' ' Annee :2001 


Resultats 




Nombre de pieds 


614 




Nombre de traitements 


13 




Traitement chimique 


02 




temoins non traites 


13 


30 


Type d' inoculum 


Bacteries + Levures 




Temoins 


Mildiou + Botrytis sur tous les pieds 




Protection 


53 pieds malades (Mildiou) , 






qques grappes infectees par Botrytis 


35 


Rendement 


1,18 kg de raisin par pied. 




au lieu de 1,2-1,5 kg 



De maniere gen6rale, on note, en plus de I'effet 
fongicide et d'eliciteur des preparations utilisees, une 
40 amelioration de la qualite de la vendange. On constate 
notamment une augmentation de la concentration en sucre qui 
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permet de reduire ou d'eviter la chaptalisation , De plus, le 
taux de resveratrol est augmented Enfin, les taux de tanin et 
d^ anthocyanes sont en augmentation, ce qui accorde une 
meilleure charpente et une couleur plus vive au vin. 

Les resultats concernent 1 ' augmentation de resveratrol 
sont illustres par 1 'histogramme de la figure unique qui donne 
en ug/gm de poids frais la production de resveratrol au 3^""^ 
jour apres addition respectivement de : BP YOl (levure deposee 
a la CNCM) ; BP BOl (bacterie deposee a la CNCM) ; BC 03 
{botrytis cinerea) ; BP YOl + B COB; BPB 01 + B C03; BP YOl + 
BP BOl; BP BOl + BP YOl + B C03. 

L'examen de cet histogramme montre que la formation de 
resveratrol augmente lorsqu'on ajoute le melange 
levure/bacterie de 1' invention au champignon Botrytis, 

Compte tenu de 1^ ensemble de ces proprietes, les 
compositions utilisees corame preparations fongicides, selon 
1' invention, constituent une reponse particulierement 
satisfaisante aux problemes fongiques poses aux cultivateurs, 
notamment aux viticulteurs et a I'imperatif de reduction des 
pollutions d'origine agricole en constituant des substituts 
aux produits chimiques. 
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REVEND I CAT I ONS 

1. - Composition de microorganismes utilisable en lutte 
biologique contre les maladies cryptogamiques des vegetaux, 
caracterisee en ce qu'elle comprend en melange au moins une 
bacterie et au moins une levure, la ou les bacteries-et la ou 
les levures etant non toxiques pour le vegetal. 

2. - Composition selon la revendication 1, caracterisee en 
ce que la ou les bacteries sont choisies dans les genres 
Bacillus, Pseudomonas ^ Serratia^ Streptomyces . 

3»- Composition selon la revendication 2, caracterisee en 
ce que la ou les bacteries sont de I'espece Bacillus 
mega teri urn. 

Composition selon la revendication 3, caracterisee en 
ce qu'il s'agit de la souche BP BOl deposee le 20 Juin 2002 a 
la CNCM sous le N''l-2896. 

5. - Composition selon I'une quelconque des revendications 
1 a 4, caracterisee en ce que la ou les levures sont du genre 
Debaryomyces ou Pichia. 

6. - Composition selon la revendication 5, caracterisee en 
ce qu'il s'agit de la levure BP YOl deposee le 20 Juin 2002 a 
la CNCM sous le N*" 1-2897. 

7*- Preparation biof ongicide, caracterisee en ce qu'elle 
renferme une quantite efficace d'au moins une composition 
selon l^une quelconque des revendications 1 a 6, en 
association avec un vehicule inerte. 
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REVENDICATIONS 

1. - Composition de microorganismes utilisable en lutte 
biologique contre les maladies cryptogamiques des vegetaux, 
caracterisee en ce qu'elle comprend en melange au moins une 
bacterie et au moins une levure, la ou les bacteries et la ou 
les levures etant non toxiques pour le vegetal. 

2. - Composition selon la revendication 1, caracterisee en 
ce que la ou les bacteries sont choisies dans les genres 
Bacillus, Pseudomonas r Serratia j. Streptomyces . 

3. - Composition selon la revendication 2, caracterisee en 
ce que la ou les bacteries sont de 1 ' espece Bacillus 
megaterium. 

4. - Composition selon la- revendication 3, caracterisee en 
ce qu'il s*agit de la souche BP BOl deposee le 20 Juin 2002 a 
la CNCM sous le N''l-2896. 

5. - Composition selon 1 ' une quelconque des revendicat ions 
1 a 4, caracterisee en ce que la ou les levures sont du genre 
Deba ryomyces ou Pichia . 

6. - Composition selon la revendication 5, caracterisee en 
ce qu'il s'agit de la levure 3P YOl deposee le 20 Juin 2002 a 
la CNCiM sous le N''l-2897. 

7. - Preparation biof ongicide, caracterisee en ce qu'elle 
renferme une quantite efficace d'au moins une composition 
selon 1 ' une quelconque des revendications 1 a 6, en 
association avec un vehicule inerte. 
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8. - Preparation biofongicide selon la revendication 7, 
caracterisee par des concentrations en levures de 0,5 a 
0,75X10^*^ et en bacteries de 0,30 a 0,50X10^^. 

9. - Application d'une preparation selon la revendication 
5 7 ou 8, au traitement des maladies cryptogamiques des 

vegetaux, notamment des plantes cultiv^es, par exemple vigne, 
toitiate, f raise, bl6, mais, riz, pomme de terre, betterave, 
tabac, arbres fruitiers, canne a sucre. 

10. - Application d'une preparation selon la revendication 
10 9 au traitement de I'oidium, du' mildiou ou du Botrytis de la 

vigne, et d'eutypa et esca. ' 

11. - Application selon la revendication 9 ou 10, 
caracterisee en ce qu'elle comprend un traitement notamment 
par pulverisation avec la ou les bacteries et la ou lesdites 

15 levures, selon la pression des pathogenes, notamment selon un 
rapport d' environ 50/50%, 

12. - Application, caracterisee en ce qu'elle comprend en 
outre un traitement a I'aide d'une composition de champignons 
filamenteux, en particulier du genre Plchla, Fythiunif 

20 Trichoderma^ Gliocladiumr Ampelomyces^ Talaromyces ^ 

Epicococcum . 

13. - Application de la composition selon I'une quelconque 
des revendications 1 a 6 comme agent eliciteur pour la 

production de substances d'interet par le vegetal traite, en 
25 particulier de resveratrol. 
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10 ' 

8. - Preparation biof ongicide selon la revendication 7, 
caracterisee par des concentrations en levures de 0,5 a 
0,75X10^*^ et en bacteries de 0,30 a 0,50X10^°, 

9. - Application d ' une preparation selon la revendication 7 
ou 8, au traitement des maladies cryptogamiques des vegetaux, 
notamment des plantes cultivees, par exemple vigne, tomate, 
fraise, ble, mais, riz, pomme de terre, betterave, tabac, 
arbres fruitiers, canne a sucre. 

10. - Application d'une preparation selon la revendication 
9 au traitement de I'oidium, du mildicu ou du Sotrytis de la 
vigne, et d' eutypa et esca. 

11. - Application selon la revendication 9 ou 10, 
caracterisee en ce qu'elle comprend un traitement notamment 
par pulverisation avec la ou les bacteries et la ou lesdites 
levures, selon la pression des pathogenes, notamment selon un 
rapport d' environ 50/50%. 

12-- Application selon I'une quelconque des revendications 
9 a 11, caracterisee en ce qu'elle comprend en outre, un 
traitement a I'aide d'une composition de champignons 
filamenteux, en particulier du genre Pichia, Pythium, 
Tri ch oderma , Gl i ocladi urn , Ampe 1 cmyces , Tala rem yces , 

Epi CGCOccum . 

13.- Application de la composition selon 1 * une quelconque 
des revendications 1 a 5 comme agent: eliciteur pour la 
production de substances d'interet par le vegetal traice, en 
particulier de resveratrol. 
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SEQUENCE LISTING 

<110> UNIVERSITE DE BOURGOGNE 

<12 0> Moyens de lutte biologique contre les maladies cryptogamiques des vege 

taux . 

<130> 60711-1540 

<160> 2 

<170> PatentIn version 3 . 1 

<210> 1 

<211> 335 

<212> DNA 

<213> Bacillus megaterium 

<400> 1 



acgtttggac 


actttgttca 


gttttgagag 


agtaatctct 


caattataga 


aagcacacta 


60 


ctttcttctt 


atttaataag 


aagaatattg 


gctgcgattg 


ttctttgaaa 


actagataac 


120 


agtcattgct 


gaggaaaagt 


gaaacttttc 


tttaatcaaa 


ccaataaata 


acacaacagt 


180 


atgttgtacc 


atttattcgc 


taatggttaa 


gttagaaagg 


gcgcacggtg 


aatgccttgg 


240 


cactaggagc 


cgatgaagga 


cggga.cta.a.c 


accgatgtgc 


ttcggggagc 


tgtaagtgag 


300 


ctttgatccg 


gagatttccg 


aatggggaaa 


cccgc 






335 



<210> 2 
<211> 581 
<212> DNA 

<213> Debaryomyces hansenii 
<400> 2 

ggatcattac agtattcttt tgccagcgct taactgcgcg gcgaaaaacc ttacacacag 60 

tgtctttttg atacagaact cttgctttgg tttggcctag agataggttg ggccagaggt 120 

ttaacaaaac acaatttaat tatttttaca gttagtcaaa ttttgaatta atcttcaaaa 180 

ctttcaacaa cggatctctt ggttctcgca tcgatgaaga acgcagcgaa atgcgataag 24 0 

taatatgaat tgcagatttt cgtgaatcat cgaatctttg aacgcacatt gcgccctctg 300 

gtattccaga gggcatgcct gtttgagcgt catttctctc tcaaaccccc gggtttggta 360 

ttgagtgata ctcttagtcg gactaggcgt ttgcttgaaa agtattggca tgggtagtac 420 

tagatagtgc tgtcgacctc tcaatgtatt aggtttatcc aactcgttga atggtgtggc 480 

gggatatttc tggtattgtt ggcccggcct tacaacaacc aaacaagttt gacctcaaat 540 

caggtaggaa tacccgctga acttaagcat atcaataagc g 5 81 



■ INSTITu^ 
MATIOKAt. DE 
LA PROraiETC 
INDUftTRIELLC 



DEPARTEMENT DES BREVETS 

26 bis, rue de Saint Petersbourg 
75800 Paris Cedex 08 

Telephone : 33 (1) 53 04 53 04 T6l^copie : 33 (1) 42 94 86 54 



Vos references pour ce dossier (facuUaHf) CP 6071 1 



N'^ D'ENREGISTREMENT NATIONAL 



regue le 1 0/07/03 

BREVET DMNVENTION 
CERTIFICAT D'UTILITE 

Code de la propriete inteilectuetle - Livre VI 

DI^SIGNATION D'INVENTEUR(S) Page N» 1 . . / 

(A fournir dans le cas ou !es demandeurs et 

les inventeurs ne sont pas les memes personnes) 

^^^^^ Get imprimi est a rempllr llsiblement a I'encre noire 



N° 11235*03 



1 



mm 



D8 113 @W/ 270601 



02 08 212 



TITRE DE L'INVENTION (200 caracteres ou espaces maximum) 

MOYENS DE LUTTE BIOLOGIQUE CONTRE LES MALADIES CRYPTOGAMIQUES DES VEGETAUX 



LE(S) DEMANDEUR(S) : 

University de Bourgogne 

DESIGNE(NT) EN TANT QU'INVENTEUR(S) : 



O Norn 


PAUL 


Prenoms 


Bernard 


Adresse 


Rue 


646. Rue de Moirey 


Code postal et ville 


12 1 1 , 8 1 5 1 0 1 SAINT APOLLINAIRE 


Societe d'appartenance (facultatif) 




Q Norn 




Prenoms 




Adresse 


Rue 




Code postal et ville 


1 1 t ( 1 1 


Societe d'appartenance (facultatif) 




B Norn 




Prenoms 




Adresse 


Rue 




Code postal et ville 


1 I 1 ■ 1 1 


Societe d'appartenance (facultatif) 





S'il y a plus de trols inventeurs, utilisez plusieurs formulaires. Indiquez en haut a droite le de ta page suivi du nombre de pages. 
DATE ET SIGNATURE(S) 
DU (DES) DEMANDEUR(S) 
OU DU MANDATAIRE 
(Nom et quality du signataire) 

Mandatalre : Chantal PEAUCELLE 
92-1189 

Le lOjuillet 2003 




La loi n°78-17 du 6 janvier 1978 relative a Tinformatique. aux fichiers et aux libertes s'applique aux r6ponses faites a ce formulaire. 



ler depot 



Modifiee le 02/04/03 



FIGURE 



20 

CO 16 

14 

o 

12 



:3 



10 
8 
6 
4 
2 
0 



o 



o 

CI. 



O 



«C3 



8 



C O 



o 
a. 



9. 

o + 



au 3^^^jour avec differentes combinaisoni 



r 



1 



